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〔目　的〕
高脂血症や、黄症に対し人工材料による吸着除去療法が臨床導入されてきているが、今後、
人工材料による免疫反応等の生理活性制御を目標として、人工材料と細胞との相互作用の検討
を、血液細胞に比べ比較的取り扱いが容易な細菌を選び、人工材料との相互作用、つまり、細
胞破壊（溶菌）や、吸着などの作用を含む抗菌作用を検討した。
〔材料及び方法〕
第1級アミン、第3級アミン、および第4級アンモニウム塩を共有結合にて不溶性担体であ
るポリスチレンにメチレン基、またはアセトアミドメチル基を介して同定化した繊維を用いた。
抗菌活性評価法として、栓付きガラス試験管に、主に大腸菌を用いた菌液5mlと乾燥重量0．25ク
の繊維を入れ振塗し、経時的に薗液中の菌数を定量培養にて求めた。抗菌活性物質の溶出試験
として、抗菌繊維を、蒸留水中で、高圧蒸気滅菌を行い、その上清と菌液を振塗し、生菌数を
求めた。また、ディスク拡散法に準じて、抗菌繊維を置き、阻止円の形成の有無を観察した。
抗菌繊維と菌液を振塗し、経時的に、上清lmlを、採取しATPを測定した。また、24時間振
畳後の繊維に吸着されていたATPも測定した。菌液内で振蛍後の繊維を取り出し、液体培地
中で培養後、菌発育の有無を観察した。繊維を、菌液中に、10秒間浸潤または4時間振畳後、
固定脱水、臨界点乾燥後、走査型電子覇徴鏡にて、観察した。
〔結　果〕
抗菌繊維の分子構造と抗菌活性との関係については、第4級アンモニウム塩、および第3級
アミンをメチレン基を介して同定化した繊維で、共に強い抗菌活性がみられ、アセトアミドメ
チル基を介して固定化した繊維では、いずれも抗菌活性の低下がみられた。第3級アミン固定
化材料の抗菌活性に付いての報告は従来に無く、第3級アミンをメチレン基を介して固定化し
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た繊維（TAF）につき以下に検討した。TAFより抗菌活性物質の遊離は認められなかった。
グラム陽性蘭や、真菌に対する抗菌活性は、低値であったが、TAFは、グラム陰性菌に対し選
択的に強い抗菌活性を示した。菌液にMg2十を加えると、TAFの抗菌活性は、Mg2＋濃度依
存性に抑制された。また、菌液のpHの低下につれて、TAFの抗菌力は抑制された。TAFと
30分振塗し、得られたTAF処理大腸菌は、deoxycholateやactinomycin Dに対する感
受性を高められていた。菌液上清中のATPは、上清中の生菌数の減少にともない減少し、振
塗後の繊維より、総ATPの58．7％が回収された。菌と振蛍後の繊維を、液体培地中で培養し
たが、菌の発育は、観察されなかった。走査電顕による観察で4時間後のTAF表面に生菌は
認められなかったが、109cFU／mAの菌液に10秒間のみ浸したTAFには、多数の突起を有する
菌の付着が確認された。
〔考　察〕
第1級アミン固定化繊維が、第3級、第4級を同定化した繊維に比べ抗菌力が劣ること、ま
た、アセトアミドメチル基を介し固定化された繊維が、メチレン基を介した繊維より抗菌力が
劣ることより、末端の窒素原子の塩基性が、抗菌力に関与している可能性が示唆された。TAF
は、メチレン基を介し第3級アミンを同定してあり、遊離するごとはなく、SpaCerとしても、
非常に短く、細菌内に取り込まれることは出来ない。従って、TAFの抗菌機序は、膜の直接
障害を引き起こすことによりもたらされると考えられた。TAFの抗菌活性は、グラム陰性菌に
対して選択的な効果を有していた。TAFの抗菌活性は膜の安定化を図るMg2＋のような2価
陽イオンにより濃度依存性阻害を受け、また、pHの低下と共に増強された。グラム陰性菌の
細胞壁表面は、膜脂質の燐酸基により陰性に荷電しており、弱いながら陽性に荷電している第
3級アミンとの間の静電気的相互作用が、TAFの抗菌機序に関与していることが推察された。
通常、aCtinomycin Dやdeoxycholateは、外膜を透過できないが、外膜障害性薬剤との
併用によりその効果が促進される働きがあり、今回の結果は、TAFによる外膜透過性の元進、
すなわち、機能的外膜障害を示唆するものである。ATPの測定結果からは、菌の吸着か、溶
菌後遊離したATPを吸着したと考えられたが、液体培地ならびに電顕による観察で蘭の付着
はみられなかった。しかし、短時間の接触では、外膜の構造的障害の際に観察される表面に多
くの突起を有している菌の付着がみられた。これら機能的、構造的外膜障害が殺菌を引き起こ
すと考えられた。
〔結　論〕
第1級、第3級アミン及び第4級アンモニウム塩をポリスチレン繊維に共有結合にて固定化
した材料を用いて、人工材料と、細菌との相互作用を検討し、第1級、第3級アミン固定化材
料が抗菌作用を有することを発見し、TAFの抗菌機序が、細菌外膜の構造的、機能的障害に
より溶菌を生じさせ、遊離したATPを吸着していることを示した。
－36－
学位論文審査の結果の要旨
活性物質を血液と安全に接触させるため、活性物質の不溶性担体への固定化の研究が進めら
れ、臨床面への応用も考えられている。本研究は、第1級アミン、第3級アミン、第4級アン
モニウム塩をポリスチレン繊維に固定し、それらの抗菌作用とその機序を追究したものである。
抗菌繊維の分子構造と抗菌作用との関連において、アセトアミドメチール基よりメチレン基
を介して固定化した場合に、強い抗菌性を示すことを明らかにした。また、従来報告のなかっ
た第3級アミン固定化繊維（TAF）にも強い抗菌性のあることを発見し、その抗菌作用を検討
した結果、（1）抗菌性物質の遊離を認めない。（2）グラム陰性菌に高い効果を示す。
（3）抗菌性はMg2＋により抑制を受ける。（4）DeoxycholateやActinomycin D
の感受性をたかめる。（5）処理菌のATPの大部分は繊維より回収される。（6）繊維に吸
着した菌は変形を受ける。などの興味ある成績をおさめた。これらより著者は、抗菌性の機序
として、静電的にTAFに吸着を受けた菌の膜に障害が与えられ、その結果、膜の透過性の元
進を来すものと推論している。
以上のように本研究は、アミン固定化繊維と細菌という独創的な実験系を考案し、閻定化さ
れたアミンと細菌外膜との相互作用を実験的に解析することにより、その抗菌作用の機序を明
らかにしたことにおいて高く評価される。また、この分野の今後の研究、特に医療の面への応
用にも期待がよせられ、医学博士の学位論文に値するものと考える。
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